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U Decapeptidamide der ajjgemetaen Forrael 

PyrGlu-His-Trp-Ser-RrRrH^Arg-Pro-GIy-NHi 

\n der R f Tyr oder Phe, R? D-Nle, D-Nva, D-Abu, 
D-Phe, D-Ser, D-Thr oder D-Met und Rs Leu, He 
oder Nle bedeuten. 

2. Decapeptidamid nach Anspruch 1, dadurch 
gekennzeichnet, dafi Ri Tyr, R2 D-Ser und R3 Leu 



3. Decapeptidamid nach Anspruch 1, dadurch 
gekennzeichnet, dafi Ri Tyr, R 2 D-Phe und R3 Leu 
bedeuten. 

4. Verfahren zur HersteDung der Decapeptidarni- 
de nach Anspruch I, dadurch gekennzeichnet, dafi 
roan in an sfch bekannter Wetse l^Pyroglutaminsau- 
re oder ein der in Anspruch 1 angegebenen 
Aminosauresequenz entsprechendes, N-terminal et~ 
nen LrPyroghitammsiurerest aufweisendes Peptid* 
fragment mh etner Aminokomponente, die dem 
restEchen TcO des gewfinschten Decapeptidamtds 
entspricht, kondensiert, wobet die beiden Reaktions- 
partner wahlweise eine oder mehrere Sdmtzgrup- 
pen enthalten kOnnen, und die gegebeaenfalls 
vorbandenen Schutzgruppen abspaltet. 



Die Erfindung betrifft neue Decapeptkiamide mit 
starker ovulatbndnduzierender Wirkung der allgemei- 
nen Formel 

PyrGlu-His-TYp-S«-R r R r R r Ajg-Pro-GIy-NH 2 (I) 35 



in der Ri Tyr oder Phe, R2 D-NIe, D-Nva, D-Abu, D-Phe, 
D-Ser, D-Thr oder D-Met und R3 Leu, He oder Nle 
bedeuten. 

Die Erfindung betrifft auch ein Verfahren zur 
HersteDung der Decapeptkiamide der Formel (I> 

In der Beschreibung und den Paten tanspruchen sind 
Aminosauren und Peptide und ihre aktrvierten Carb- 
oxyi- oder Schutzgruppen mit Abkflrzungen bezeichnet, 
wie sie entweder auf dem betreffenden Fachgebiet 
gebrauchlkh sind oder vom Committee on Biochemical 
Nomenclature 1UPAOIUB vorgeschlagen wurden. 
Weiirt nkht anders angefQhrt ist, weisen die Ammosfiu- 
ren L-Konfiguration auf. 
Folgende AbkOrzungen wurden beispielsweise ver- 



Abu: 

Arg: 

HOC: 

Bzh 

DCC: 

Oly: 

His: 

HONBi 

lie: 

Leu: 

Nle: 

Nva: 

Met: 

OMe; 

OBzl: 



*-Aminobuttersaure 
Arginin 

tert-Butoxycarbonyl 
Benzyl 

N^'-Dicyclohexylcarbodiimid 

Olyctn 

Histidin 

N*Hydroxy-5*norbornen*23*dicarb* 

oxlmid 

isoleucin 

Leucin 

Norleucin 

Norvalin 

Methionin 

Methylester 

Benzyl ester 



ONB: N-Hydroxy-5-norbornen-2^-4i- 
carboximidester 

OSu; N-Hydroxysuccmimidester 

Phe: Pbenyialanjn 
5 Pro: Prolin 

PyrGhi: Pyroghrtaminsfiiire 

Sen Serin 

Thn Threonin 

Tos: Tosyl 
10 Trp: Tryptophan 

Tyn Tyrosin 

Es ist bekannt, dafi der Hypothalamus Faktoren 
enthalt, welche auf hdherer Ebene die Sekretion 
is topischer Hormone aus der Hypophyseregem. 

Nach der IsoDerung eines Thyrotropin freisetzenden 
Hormons fTRH) wurde ein Hormon, das luteinisierende 
Hormone freisetzt (LH-RH), in reiner Form aus 
Schweinen und Scfaafen extrahiert and als ein 
20 Decapeptid der folgenden Struktur identifiziert: 

PyKJm-HIs-Trp-Ser-T^ 

[A. V. Scfaally et al, Biochem. Biophys. Res. Commun, 
43, 1334 (1971): R. Gufflemin etaL, Proa Nat Acad Set, 
25 USA, 69, 278 (1972)} Auf diese Erkenntnis folgte die 
Hersteflung einer Anzahl atalicher Peptide. Mh den 
analogen Peptiden wurden auch biologische Tests 
durchgefOhrt Da jedoch die plrysiologische Wirksam- 
keit des Peptids selbst durch geringfQgige Modifikatio- 
nen in der oben angefuhrten Aminps&irezusammenset- 
zung stark beeintrachtigt wird, muB die oben angehlhrte 
chemische Struktur als wesentfich for die Erziehmg der 
maxnnalen physiologischen Wirksamkeit angesehen 
werden [A.V. SchaDy etaL, Biochem. Biophys. Res. 
Commun,4.366(1972)].. ■ 

Kflrzlich verCffentfichten Monahan etaL in »Bioche- 
mistry* Band 12, Seiten 4616-4620 (1973), dafi unter 
den von ihnen hergesteOten LH-RH- Analogen wie z. B. 

i*RH, [D-Ala^LH-RK, 
I-RH, [D- Vai i ]LG-RH, 
" RH imd[D-Pir*JLH-RH 

jene der Formel [D-AIafJLH-RH die starkste Wirksam- 
keit aufweist, namfich 350-450% der Wirksamkeit der 
Stamm-LH-RH-Verbindung. Die Lheratur lehrt weiter- 
hin, dafi LH-RH- Analoge, die in Stellung 6 eine 
D-Aminosaure mit einer grdfieren Anzahl von Seiten- 
ketten aufweisen, als D-Ala, weniger wirksam sind als 
das Stammhormon. Trotz des oben angefuhrten Standes 
50 der Technik ist es gehmgen, Por/peotide der Formel (IX 
in welchcn die D-Aminosaure in Stellung 6 eine gr&Bere 
Anzahl von Seitenketten aufweist als D- Ala, herzustel- 
len und auf ihre LH^RH* Wirksamkeit zu testen. Dabei 
wurde Qberraschend gefunden, dafi die erfmdungsgema- 
55 Sen Polypeptide der Formel (I) urn wenigstens 1000% 
wirkungsvoller sind als ihre SUmnvLH-RH-Hormone. 
Die Erfindung beruht auf dieten Erkenntnissen. 

Hauptzlel der Erfindung bt daher die Bereitsteilung 
von neuen Decapeptidamiden der Formal (1) und 
60 starker ovulationsinduzierender Wirksamkeit 

Ein weiteres Ziel der Erfindung bt die Bereitsteilung 
eines Verfahrens zur HersteMung der Decapeptidamide 
der Formel (I> 
Die Gegenstande der Erfindung gehen aus den 
65 AnsprOchen hervor. 

Der Reaktant (A) ist daher L-Pyroglutaminsaure oder 
ein Peptidfragment, das eine N-endstandige L-Pyrog!u- 
taminsaure aufweist und aufierdem von dort an die 
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Aminosauresemtenz der Formel (I) besitet, Der mil den> RwJttanten (A)und (B) gegabenenfaJte f wchom slnd- 

Aminkomponente, welcbe dem Rest des Deoapeptid- Reataamen (A) und (B) sind aus der nacbstehenden 
amidderivates der Formel (I) emsprfcht, wobel die TabeJJe I ersichtticb. 

TabeBe 1 



Kom- Reakunt 
bina- (A) 
tioa 



CB) 



1 PyiGlu-OH H-His-Trp-Ser-R,-R 2 -R,-Arg-Pro-Gly-NH 2 

2 PyiGlu-His-OH H-Trp-Ser-R l -R 2 -R i -Arg-Pro-GIy-NH I 

3 pyiGIu-His-Tip-OH H-Ser-R,-^-R 3 -Arg-Pro-Gly-NH 2 

4 PyrGlu-His-Trp-Ser-OH H-R,-R 2 -R 3 -Arg-Pro-Gly-NH 2 

5 PyiGltt-His-Tip-Ser-R,-OH H-R 2 -R } -Aig-Pro-Gly-NH 2 

6 PyrGlu-His-Trp-Ser-R,-R 2 -OH H-Rj-Aig-Pro-GIy-NH, 

7 PyrGlu-His-Trp-Ser-R,-R 2 -R3-OH H-Aig-Pro-Gly-NH 2 
g PyrGhi-His-Tip-Scr-R,-R 2 -R3-Arg-OH H-Pro-Gly-NH 2 

9 PyiGlu-His-Trp-Ser-R 1 -R 2 -Rj-Aig-Pro-OH H-Gly-NHj 

10 PyiGlu-His-Tip-Ser-Rj-Rr-Rj-Arg-Pn^ly-OH NHj 

Esistauch bekannt, dafl eine geschOtzte L-Ghitarayl- Vor der Kondensa&ra korraen die CarboxyJ- und 
gn.ppederangen.emeaFormeKID . » S^S&^'jSS^SMe^ 

R.CO-CH.CH.CHCNHJCO- 00 J.^rrS iSSt £&£ 

n-Propoxy, iso-Propoxy, n-Butoxy od- dgL, J^^t 35 h^S- und Kalrumsalzen) oder von Estern (wie* B. 

mel Als Schutzgruppen fQr die Aitiinogruppen in den 

H 40 Ausgangsmaterialien sind alle bei der Herstellung der 

O N .CO — Peptide gebrtuchHchen Schutzfcruppen/Br Aminogrup- 

\/ pei%wiez.RdieBen^oxycarb^^^ 

\ / nyl- f Isobornyloxycarbonylgruppen geeignet Die Imi- 

. u . tf^nhrinoim mS« c *ner Base wie Z.B. nogruppe des Histidins kann durch jede herkOmmliche 

ftt£k^ « Schut^xippe wie 2, a die Benzyl-, TosyK 2,4-Dinitro. 

£2?!^ phenoK tert-Butoxyciir^ny^ ^er C^bobenzoxy^up. 

ucr rwiiuw vi / eiTiiidunttseemaBe kann dutch jede herWmmliche Scnutzgruppe wie z. B. 

^XSSS^^X^SSvwSSSvpt is oxycarboDyIgruppegesch(lmwerden.AbBeispide far 

*f™"n^« j SS^T'E^^VerfihreiudMAktiv- nannL Die aktivierten Aminogruppen in den Ausgangs- 

s ^^^^^-^p^ z^jsr* fcR dM entsprechcnde p 
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Beispiele mr 

Kombfaa- 

tienen 


Ausgangsn 
(A) 

COOH 


wtfirtaUen 

NH 2 


(B) 

COOH 




2 
3 


frei 

aktiviert 
frei 


geschutzt 
geschutzt 
geschutzt 


geschiitzt 
frei 

geschuizt 


frei 
frei 

aktiviert 



AmnerJcung: 

In tfem mit *) bezeichneten Fall liegt im Reaktioossystf.nl vorzugsweise ein Dehydratisierungs- 
mittcl wie z. B. ein Carbodiiniid wic Dicydohexyjcarbodiimid vor. Sine Ausfuhrungsform der Er- 
findung 1st im nachstehenden Reaktionsscfaema dargestettt 



PyrGlu-His-Trp + Ser-Rj-Schutzgruppe 

| Kondensation (z. B. DCC/HONB) 
PyiGlu~His~Trp~Ser~R l -Schutzgruppe 

Entfernung einer Scfautz- 
gruppe (z. B. katalytiscbe 
Reduktion mit Pd Katalysator) 

PyrGlu-His-Trp-Ser-Ri 

I 



N0 2 
I 

Z-R 2 -R 3 -Arg-Pro-Gly-NH 2 

IEntfernung einer Scbutzgruppe 
(z. B. in Gegenwart von HBr)- 

N0 2 

R 2 -R 3 -Arg-Pro-Gly-NH 2 



Kondensation (z. B. in Gegenwart von DCC/HONB 
oder DCC/l-Hydroxybenztriazol) 

NOj 

PyrGlu-His~Trp-Ser-R l -R ? -R 3 -AJK-Pro-Gly-NH 2 

Entfernung einer Scbutzgruppe (z. B. in Gegen- 
wart von SnCl 2 in Ameisensaure-Wasser, katalyti- 
scbcr Reduktion mit einem Pd Katalysator 
oder HF) 

PyiGlu-His-Trp-S«r-Ri--R 2 -R3-Arg-Pro~Gly--NH 2 



Diese Reaktion karat in Gegenwart eines Ldsungs* 
mittels durchgefflhrt werden. Das Losungsraittel Icann 
das gleiche sein wie es bei Peptidkondeiisattonsreaktio- 
nen verwendet wtrd, z. B. kdnnen wasserfreies oder 
wasseriges Dimethylformamid, Dimethyisulfoxki, Pyri- 
din. Chloroform, Dioxan, Dichlormethan, Tetrahydrofu- 
ran so wie geeignete Mischungen soldier Ldsungsmittel 
als Beispiele angefuhrt werden. 

Die Reakuonstemperattir liegt innerhalb eines Be- 
reichs, welcher als fur Reaktionen zur Peptidbindungs* 
bildung geeignet bekannt ist, d h. gewdhnlich innerhaJb 
eines Bereichs von etwa -20 bis etwa 30° G Die 
Precursorprodukte (die geschutzten Peptide) der 
herzustellenden erfindungsgemftBen Verbindungen 
kdnnen leicht nach dem Festphasesyntheseverfahren 
hergestellt werden* 

Nach Beendigung der Kondensationsreaktion kdn- 
nen die gegebenenfalts vorkandenen Schutzgmppen 
nach bekannten Verfahren entfernt werden. Als 
Beispiele hierfflr seien katalytische Reduktion in 
Gegenwart eines KaUlysators wie Palladiumschwarz, 
Palladium auf Kohie, Platin, Solvolyse mittels Fluorwas- 
serstoff, Trifluoressigsaure, und Reduktion mit metalli- 
schem Natrium in flUssigem Ammoniak genannt 

Das so hergestellte Peptid der Formel (I) kann aus 
dem Reaktionsgemisch nach an sich fQr die Gewinnung 
von Peptiden bekannten Verfahren wie z. B. Extraktion, 



Verteihmg, S&ulenchromatographie gewonnen werden. 

Die erfuidungsgemafie Reaktion kann nach jedem an 
sich bekannten herkOmmlichen Festphaseverfahren 

45 durchgefflhrt werden. 

Das Peptid der Formel (I) kann audi in Form eines 
Salzes gewonnen werden. 

Als Sfiuren, die mit den Peptiden der Formel (I) Saize 
bilden, seien anorganische Sauren wie Salzsfiure, 

50 Bromwasserstoffsaure, Perchlorsaure, Salpetersdure, 
Rhodanwasserstoffsture, SchwefelsSure, PhosphorsSu- 
re und organische Sfluren wie Ameisensflure, Essigsflure, 
Propions&ure, Glycolsaure, Milchsaure, Brenztrauben- 
saure, Oxalsaure, Malonsaure, Bernsteinsaure, Malein- 

55 Out e, Fumarsaure, Anthrattylsfiure, Zimtsaure, Naptha- 
linsulfonsaure oder Sulfanyls&ure genannt . 

Die erfindutigsgemaBen Decapeptide der Formel (I) 
besitzen LH*RH- Wirkung (d h* sie setzen ein hiteinisie- 
rendes Hormon frei) und fdrdern daher die Sekretion 

«> von hiteinisierendem Hormon (LH) und follikelstimulie- 
rendem Hormon (FSH> Die Polypeptide der Formel (I) 
sind daher fflr die Verwendung zur Fordenmg der 
Ovulation bei Frauen und Tieren wi* ^ B. Ratten, 
Schafen, Schweinen, KUhen, Stuten, Wachteln oder 

65 Hflhnem geeignet, sie kdnnen auch fflr andere 
pha: mazeutische Zwecke. fQr welche bisher herkOmmli- 
che LH-RH, und FSH-Praparate eingesetzt worden 
sind. verwendet werden. 
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Da die LH-RH- Wirkung der Decapeptide dcr Formel 
(I) etwa 10- bis 25mai starker ist als die LH-RH- Wir- 
kung der in der Natur vorkommenden Verbindungen. 
kann ihre Dosierungsmenge for jede Anwendung auf 
der Basis dieses Vielfachen ermtttelt werden, wobei 
auch andere Faktoren (wie z. B. der Empfanger der 
Verabreichung oder die Art der Krankheit) in Betracht 
zu Ziehen sind So kann z. B. eine geeignete Dosierungs- 
menge innerhalb eines Bereiches von etwa 5 ng 
(Nanogramm) bis 10 fig t&glich pro Kilogramm 
Kdrpergewicht liegen. 

Decapeptide der Formel (I) werden vorwiegend 
nichtperoral, d. h. mittels Injektion. rektal oder vaginal 
verabretcht obgleich sie in manchen Fallen auch peroral 
verabreicht werden. 

Als Beispiele fOr geeignete Darreichungsformen seien 
Injektionen, Suppositorien, Pessarien und Pulver ge- 
nannt Die injektionen kdnnen durch l<osen von etwa 
10— 500 y eines Polypeptides der Formel (I) in 1 ml 
physicicgischcr KochsalzlSrang hergcStcllt werden. Die 
Decapeptide der Formel (I) kdnnen auch durch Zugabe 
von Mannit als Excipienten in lyophilisierte Ampullen- 
produkte QbergefUhrt werden und sind in dieser Form 
jederzeit als Injektionen gebrauchsfertig. 

Die als Ausgangsmaterialien im erfindungsgemaBen 
Verfahren geeigneten Peptide kdnnen a a. nach fur die 
Peptidhersteltung be kann ten Verfahren hergesteilt 
werden. 

Die Erfindung wird anhand der Beispiele naher 
erlfiutert 

fn den Beispieien bedeuten folgende AbkQrzungen 
den Rf-Wert bei Dtinnschichtchromatographie an 
Silikagel mi: den folgenden Ldsungsmittelsystemen: 

RP: Chloroform/Methanol/Essigsaure9 : 1 :0,5 
RP: Athylacetat/Pyridin/Essigsaure/ 

Wasser30: 10:3:5 
RP: n-Butanol/Athylacetat/Essigsaure/ 

Wasser 1:1:1:1 

Beispiel 1 

Herstellung von PyrGlu-His-Trp-Ser-Phe-(D)- 
.Nva-Leu-Arg-Pro-Gly-NH 2 

a) Herstellung von 
Z-<D)-Nva-Leu-Arg<N02)-Pro-Gly-NH2 

Einer L6sung von Z-{D)-Nva-OH (380 mgV H-Leu- 
Arg(N0 2 )-Pro-Gly-NH2 (690 mg) und HONB (300 mg) 
in 5 ml Dimethylformamid werden 340 mg DCC bei 0°C 
unter ROhren zugegeben. Das Gemisch wird 2 Stunden 
iang bei 0°C und weitere 10 Stunden lang bei 
Raumtemperatur geruhrt Das Reaktionsgemisch wird 
abfiltriert urn den entstandenen Dicyclohexylharnstoff 
zu entfernen, das Filtrat wird zur Trockne eingeengt 
Der erhaltene RQckstand wird in 100 ml Chloroform 
geldst und die Losung mit einer 4%igen wasserigen 
Natriumbicarbonatlosung und Wasser gewaschen. Die 
gewaschene Losung wird Ober wasserfreiem Magnesn 
umsulfat getrocknet und zur Trockne eingeengt Der 
RQckstand wird mit einem Gemisch aus Athyiacetat 
(25 ml) und Ather (25 ml) digeriert, man erhalt em 
weifies Purver, das abfiltriert und aus Athanol-Ather 
nochmals ausgefaJlt wird Die Ausbeute betrdgt 1,12 g, 
[*]? - 505° (c« 1,1 in Methanol^ RP -032. 

Analyse fur C33H53O9N , 0 
beredmet C5332; H7.27; N 19,43 
gefunden C 53,49; H7,56; N 19,19 



b) Herstellung von PyrGlu-His-TRp-Ser-Phe-(D)- 
Nva-Leu-Arg-Pro-Gly-NH2 

Z-(D>Nva-Leu-Arg(N02)-Pro-Gly-NH 2 (1,0 g) wird 

5 in 10 ml 25%igem Bromwasserstoff in Essigsaure geldst 
und die Losung 50 Minuien lang gertihrt Das 
Reaktionsgemisch wird mit 200 ml trockenem Ather 
verdflnnt urn einen Niederschlag zu erhalten, dieser 
wird abfiltriert und gut mit trockenem Ather gewa- 

10 schen. Das gesammette Pulver wird Ober Natriumhydro- 
xid bei vermindertem Druck getrocknet Dieses Pulver 
wird in 10 ml Dimethylformamid zusammen mit 
(Pyr)Glu-His-Trp-Ser Phe-OH (1,0 g) und HONB 
(440 mg) geldst Die Losung wird auf 0°C gekOhlt und 

is unter ROhren mit 400 mg DCC versetzt Das Gemisch 
wird 6 Stunden lang bei 0°C und weitere 16 Stunden bei 
Raumtemperatur gertihrt Dann wird das Reaktionsge- 
misch filtriert urn den entstandenen Dicyclohexylharn- 
stoff zu entfernen, das Filtrat wird unter Zugabe von 

2G SCO ml Ather digeriert, urn cincn Niederschlag zu 
erhalten, welcher abfiltriert wird. Der gesammelte 
Niederschlag wird in 10%igem wasserigem Athanol 
geldst und die Losung Ober eine mit Polystyrolharz 
[Amberlite* XAD-2, 3.5x25 cm] gefflllte Kolonne 

25 geleitet Die Kolonne wird nach dem Gradientenelu- 
ttonsverfahren mit 10%tgem wasserigem Athanol und 
!00%igem Athanol (500:550 ml) eluiert Die Haupt- 
fraktion (380—520 ml) wird gesammelt und zur Trockne 
eingeengt Der RQckstand wird in 5 ml heiBem 

30 Methanol geldst und durch Zugabe von Athyiacetat 
nochmals ausgef ailt um das geschOtzte Decapeptidamid 
zu erhalten. 1.41 g [*]?-35,4 a fe-0,12, in Methanol), 
RP - 0.20, RP= 0,56. 
Das geschOtzte Decapeptidamid (500 mg) wird in 5 ml 

35 wasserfreiem Fluorwasserstoff zusammen mit 0J5 ml 
Anisol bei -70°C geldst Nach 30 Minuten Iangem 
ROhren bei -5°C wird der Fluorwasserstoff abge- 
dampft Der entstandene ROckstand wird in 20 ml 
Wasser geldst und die Ldsung zweimal mit 10 ml 

40 Athyiacetat extrahiert Die wfisserige Schicht wird Ober 
eine mit Carboxymethylcellulose (2x33 cm) gefOllte 
Kolonne geleitet die Kolonne wird nach dem 
Gradientenelutionsverfahren unter Einsatz eines Am- 
moniumacetatpuffers als Eluens eluiert [0,005 M, pH 6,8 

45 (500 ml) . . . 0a M, pH 6,8 (500 ml)} Die Hauptfraktion 
wird gesammelt (420—680 ml) und lyophilisiert wobei 
ein weiBes Pulver erhalten wird. Die Ausbeute betragt 
380 mg, [<x\? -32,4° (c-052, in 5%iger Essigsaure, 
RP = 0,05, RP- 0,68. 

so Aminosaureanalyse: His 1,01 ; Arg 0,98; Trp 037; Ser 
0,94; Glu 1,00; Pro 1,02; Gly 1,00; Nva 1,01 ;Leu 1.00; Phe 
037(PepU*dgehaIt84%)i 

Beispiel 2 

55 Herstellung von PyrGhi-His-Trp-Ser-Tyr-{D)-Nle- 
Leti'Arg-Pro-Gly-NHjnach dem Festpbaseverfahren 

a) Herstellung von BOC-Gly-Harz 

In 60 ml Chloroform-Athanol (2:1) werden 10 g 
60 Chlormethyiharz eingebracht (O-Gehalt 2JQ mMol/g), 
darauf folgt die Zugabe von 10^5 g BOC-Gly und 8,4 ml 
Triathylamin. Das Gemisch wird bei Raumtemperatur 
1,5 Stunden geruhrt und dann 24 Stunden lang erhitzt 
Das Harz wird abfiltriert und gut mit Dimethvlform- 
65 amid, dann mit Athanol, Wasser. Athanol und Ather in 
angegebener ReOienfolge gewaschen und getrocknet 
Die Ausbeute betragt 17,55 g. Die Aminosaureanaryse 
zeigt dafl dieses Harz 038 mMoUg BOC-Gly enthiit 

mmnn 
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b) Hcrstellungdes PyrG1u-His(Tos)-TrpSer(Bzl)- 
Tyr(Bzl> D-Nle-Leu- Arg(Tos)- Pro-Gly- Harzcs 

In das ReaktionsgefftB einer automatischen Peptid- 
hersteltungsvorrichtung (Modell APS-800 von Simadzu 
Seisakusho K.K., Japan) werden 2 f 177 g BOC-Gly-Harz, 
das wie oben angefGhrt hergestellt wurde, eingebracht 
und mit Dichtormethan 12 Stunden lang angequollen. 
L**nn werden folgende Aminosauren nach dent unten 
angefOhrten Schema eingebracht: 

BOC-Pro, BOC-ArgfTos), BOC-Leu, 
BOC-D-Nle, BOC-Tyr(Bz]), BOC-Ser(Bzi), 
BOCTrp, BOOHis(Tos), PyrGlu. 

Dichtormethan (3 Minuten x3),-» 50% Trifluo- 
ressigsaure/Dichlormethan (10 bzw. 30 Minuten), 
-* Dichlormethan (3 Minuten x 3), -* Athanol (3 
Minuten x 3), Dichlormethan (3 Minuten x 3) 
— 10% Triathylamin/Chloroform (10 Minuten) — 
Chloroform (3 Minuten x 3) * Dichlormethan (3 
Minuten x2)-* BOC-Aminosaureanhydrid (her- 
gestellt aus BOC- Aminosaure und DCC nach einem 
bekannten Verfahren) (30 und 60 Minuten) - 
Acetylierung (mit Saureanhydrid in Dichlormethan 
und TriSthylamin) (t Stunde) Dichlormethan (3 
Minuten x 3) [nur PyrGlu wird direkt mit DCC in 
Dimethylformamid kondensiert]. 

Das Harz wird mit Athanol, Chloroform und 
Dimethylformamid, dann mit Ather gewaschen und 
getrocknet, die Ausbeute betragt 6.20 g. 

c) Herstellung von PyrGlu-HisfTos)-Trp-Ser<Bzl)- 
Tyr(Bzl)-D.Leu-Leu-Arg(Tos)-Pro-GIy-NH2 

In 50 ml mit Ammoniak gesattigtem Methanol 
werden 2,622 g des nach b) hergestellten Harzes 
suspendiert, die Suspension wird bei Raumtemperatur 
70 Stunden lang gerflhrt 

Das Harz wird abfiitriert und mit Dimethylformamid 
gewaschen. Das Filtrat und die Waschwasser werden 
zusammengegeben, bei vermindertem Druck zur Trock- 
ne eingeengt und mit Ather behandelt Nach diesem 
Verfahren erhait man 1 ,1 87 g rones Pulver. 



588 mg dieses Produktes werden in einer trockenen 
Saute an 50 g Silikagel gerei nigt, als EntwicklerflOssig- 
keit wird ein Ldsungsmittelsystem aus Methanol und 
Chloroform verwendet Man erhait 186 mg des ge- 
* wOnschten Produktes. 

d) Herstellung von PyrGlu- His-Trp-Ser- 
Tyr-D-Leu-Leu-Arg-Pro-Gly-NH2 

In Gegenwart von 0,2 ml Anisol und 0,2 ml Mercapto- 

to athanol werden 1733 mg des nach c) hergestellten, 
geschtttzten Peptides in 5 ml trockenem Fluorwasser- 
stoff gelds t, die Ldsung wird bei 0°C I Stunde lang 
gerOhrt Nach Abtauf dieses Zeitraumes wird sie bei 
vermindertem Druck zur Trockne eingeengt und das 

is Konzentrat in 20 ml Wasser geldst Die unlfislichen 
Stoffe werden abfiitriert und das Filter Ober eine 
Kolonne (13 cm Durchmesser x 20 cm) eines stark 
basischen Anionenaustauscherharzes (Amberlite* 
IRA-410 Acetat-Form) geleitet Die vorgereinigten 

20 Ef fluenten werden anschUeQend mittels C&rbo*ytma thyl- 
cellulose (1,5 x 22 cm; nach dem Gradientenelutionsver- 
fahren unter Einsatz von 0,005 M bis 0,2 M Ammo- 
niumacetat mit einem pH- Wert von 63) und hierauf Ober 
Polystyrolharz (Amberlite* XAD-2) (1,5x7,5 cm, nach 

25 dem Gradientenelutionsverfahren unter Verwendung 
von 5— 70%igem wasserigem Athanol) gereinigt Das 
Eluat wird der Gelfiltrationschromatographie an Sepha- 
dex* LH-20 (0,9x53,5 cm, 0,1 N Essigsaure) unterwor- 
fen. Man erhait 39 mg der gewttnschten Verbindung. 

30 [a]?-40,5 o (c-Ofi in 5%iger wasseriger Essigsaure). 
Aminosfiureanalyse (Saurehydrolyse in Gegenwart 
von Thioglycolsaure): Glu 037; His 0,97; Trp 034; Ser 
038; Tyr 1,0; Leu 130; Nle 1,06; Arg 1,03; Pro 1,00; Gly 
1,03(87% Ausbeute), 

35 &eispiele3-13 

In der nachstehenden Tabelle sinci Decapeptidamide 
der Formel (I) angefuhrt welche nach einem in Beispiel 
2 angefOhrten ahniichen Verfahren, jedoch unter 
40 Einsatz der in der Tabelle angegebenen Ausgangsmate- 
rialien anstelle der in Beispiel 2 angefOhrten hergestellt 
wurden. 



Tabelle 



Bei- Decapeptidamide (I) [a]% 
spiel (c-0,5) 
R, R 2 Rj in5%iger 
waBriger 
Essigsaure 



Aminosaureanalyse Ausgangsmaterialien, die anstelle der in Beispiel 2 
angefOhrten eingesetzt wurden 

BOC-TyrCBzI) BOC-D-Nle BOC-Leu 



Tyr D-Ser Leu -44.8° 



Tyr D-Abu Leu -433? 



Tyr D-Nva Leu -385° 



His 1.02;- Arg 1.01; 
Trp 0.97; Set 1.91; 



Glu 1.00; 
Gly 1.03; 
Tyr 0.96 

His 0.96; 
Trp 0.89; 
Glu 1.00; 
Gly 0.99; 
Leu 1.00; 

His 1.00; 
Trp 052; 
Glu 1.00; 
Gly L01; 
Leu 058; 



tio 1.01; 
Leu 057; 

Arg 1.00; 
Ser 052; 
Tro 1.00; 
Abu0.97; 
Tyr 058 

Arr0.99; 
Ser 051; 
Pro 1.00; 
Nva057; 
Tyr 058 



BOC-TyrCBzI) BOC-D-Ser(Bzl) BOC-Uu 



BOC-Tyr(BzI) BOC-D-Abu BOC-Leu 



BOC-Tyr(Bzt) BOC-D-Nva BOC-Leu 



25 09 783 

11 



Fortsetzung 



Bei- 


Decapeptidamide (1) 


[a]]} Aminosaureanalyse 


Ausgangsmatsrialien, die anstelle der in Beispiel 2 


spiel 




(r-0,5) 


angefQhrten cingesctzt wurdcn 




R, R 2 R, 


in 5%igcr 






wSdriger 


BOC-Tyr(Bil) BOC-D-Nle BOC-Leu 






Essigsfiurc 





Tyr D-Thr Leu -37.5° 



Tyr D-Phe Leu 



-52.4° 



Tyr D-Met Leu -42.0° 



Phe D-Phe Leu -69.5° 



10 



11 



12 



13 



Tyr D-Abu He 



-38.5° 



Phe D-Ser Nle -32J° 



Phe D-N!e Nle -35.1° 



Phe D-N*» He 



-35.5° 



His 1.01 
Trp 0.95 
Ser 0.92 
Pro 1.00 
Leu 1.00 

His 1.00 
Trp 0.87 
OIu 1.00: 
Gly 1.01 
Phe 1.00 
His 0.98 
Trp 0.89; 
GIu 0.99; 
Gly 1.00 
Leu 1.00 

His 1.00; 
Trp 0.87 
Glu 1.01 
Gly 1.00; 
Phe 1.98 
His 1.00; 
Trp 0.92; 
Glu 1.03; 
Gly 1.00; 
lie 0.98; 

His 0.96; 
Trp 0.87; 
Glu 1.00; 
Gly 1.00; 
Phe 1.02 

His 1.00; 
Trp 0.82; 
Glu 1.02; 
Gly 1.00; 
Phe 0.97 
His 0.96; 
Trp 0.86; 
Glu 1.00; 
Gly 0.98; 
He 0.92; 



Arg 0.98; 
Thr 1.00; 
Glu 1.00; 
Gly 0.99; 
Tyr 0,98 

Arg 0.99 
Ser 0.89 
Pro 0.99 
Leu 0.98 
Tyr 0.96 

Arg 1.00; 
Ser 0.92; 
Pro 0.98; 
Met 0.79; 
Tyr 1.00 
Arg 0.98 
Ser 0.98 
Pro 0.98 
Leu 1.00 

Arg 1.00; 
Ser 0.88; 
Pro 1.00; 
Abu0.96; 
Tyr 0.98 
Arg 0.94 
Ser 1.87 
Pro 0.99 
Nle 0.96 

Arg 1.01 
Ser 0.89 
Pro 1.00 
Nle 2.03 

Arg 1.00; 
Ser 0.89 
Pro 1.00; 
NviO.90: 
tte0.99 



B0C-Tyr(B2l) BOC-D-Thr BOC-Leu 



BOC-Tyr(Bzl) BOC-D-Phe BOC-Leu 



BOC-Tyr(Bzl) BOC-D-Met BOC-Leu 



BOC-Phe 



BOC-D-Phe BOC-Leu 



BOC-Tyr(Bzl) BOC-D-Abu BOC-Ile 



BOC-Phe BOC-D-Set(BzI) BOC-Nle 



BOC-Phe BOC-D-Nle BOC-Nle 



BOC-Phe BOC-I>-Nva BOC-Ile 



Verglekh der oruUtioosinduzierendeii Wirksamkeit der erftndungsgemifien Decapcptid- 
> PyiOlu-H»-Trp-Ser--R,-R 2 -Rj-Arg-Pr6-Gly-NHi mit LH/RH 

r, r 2 * Rj Ovulationsifiduziere&de 

Wirksamkeit 
EDso(«/100gb.w.) 



Vergleiefa Tyr Gly Leu 215 (LH/RH) 

2 iyr D-Nle Leu 9,8 

3 Tyr D-Ser Leu 8,0 

4 Tyr D-Abu Le* 8,6 

5 Tyr D-Nva n ' Ua 

6 Tyr D-Uff Lea 9fi 

7 Tn D-i*e Leu 7,7 



13 



Fortsetzung 
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Beispiel 



R 2 



Rj 



Ovuiaiionsinduzierende 

Wirtcsamkeit 

ED50 (ng/IOOgb.w.) 



8 
9 
10 
11 



Tyr 
Phe 
Tyr 
Phe 



D-Met 
D-Phe 
D-Abu 
D-Ser 



Leu 
Leu 
He 
Nle 



8,6 
10,8 
12,7 
12,0 



Die ovulationsinduzierende Wirksamkeit wurde nach der in J.Med. Chem. 16, 1144 
(1973) beschriebenen Methode bestimmf. 



